In search of the proton channel:An electrophysiological study on the polar leaves of <i>Elodea densa</i> and <i>Potamogeton lucens</i> by Miedema, Hendrik
  
 University of Groningen
In search of the proton channel
Miedema, Hendrik
IMPORTANT NOTE: You are advised to consult the publisher's version (publisher's PDF) if you wish to cite from
it. Please check the document version below.
Document Version
Publisher's PDF, also known as Version of record
Publication date:
1992
Link to publication in University of Groningen/UMCG research database
Citation for published version (APA):
Miedema, H. (1992). In search of the proton channel: An electrophysiological study on the polar leaves of
Elodea densa and Potamogeton lucens. s.n.
Copyright
Other than for strictly personal use, it is not permitted to download or to forward/distribute the text or part of it without the consent of the
author(s) and/or copyright holder(s), unless the work is under an open content license (like Creative Commons).
Take-down policy
If you believe that this document breaches copyright please contact us providing details, and we will remove access to the work immediately
and investigate your claim.
Downloaded from the University of Groningen/UMCG research database (Pure): http://www.rug.nl/research/portal. For technical reasons the




In tegenstelling tot het mechanisme waarmee ionen als K+, Cf en Ca2*, biologische
membranen passeren, is over het mechanisme van passief proton (H+) tÍansport nog erg
weinig bekend. Een van de oorzaken is dat isotoopstudies niet kunnen worden gebruikt voor
dit type transport. Voorts is de H*-concentratie onder fysiologische omstandigheden lmg en
dit betekent dat de flux of stroom die gedragen wordt door H* eveneens laag is, wellicht
onder de detectiegrens van de gebruikte meetapperatuur.
In de plantencel worden veel transportprocessen gedreven door de 'proton motive force'
(pmf; welke gegenereerd wordt door de membraan gebonden H+-ATPase. Een terugflux van
H* en dus een dissipatie van deze pmf, zou belangrijke fysiologische gevolgen voor de cel
hebben. Naast de mogelijkheid van specifiek H' geleidende ionkanalen in de plasmalemma
is de fosfolipide membraan zelf oo;kpermeabel voor protonen, deze H* permeabiliteit is zelfs
veel hoger dan die voor andere kleine monovalente kationen. Gezien het belang voor de cel
van een gereguleerd proton transport over de celmembraan geniet de regulatie van zowel
actieve H* efflux als de passieve H* influx grote belangstelling.
Voor de bestudering van dit fenomeen hebben wij de bladeren van twee ondergedoken
waterplanten gebruikt: Elodea dewa en Potamogeton lucerc. In het licht vertonen deze
bladeren een opmerkelijke polariteit. Aan de onderzijde van het blad treedt een sterke
verzuring op, terwijl aan de bovenzijde juist een sterke alkalinisatie te zien is. Deze pH-
polariteit houdt verband met het vermogen van deze waterplanten om anorganisch koolstof
uit het water op te nemen. Het natuurlijke water waarin deze planten groeien is alkalisch en
bevat veel bicarbonaat (HCO3). De verzuring aan de onderzijde verschuift het chemisch
evenwicht van het bicarbonaat systeem tot CO, vorming. Het electrisch neutrale COz kan,
in tegenstelling tot het negatief geladen HCOr-, vrijelijk de plasmamembraan passeren.
De Hoofdstukken 2 en 3 beschrijven experimenten die respectievelijk een kwalitatieve en
een kwantitatieve relatie Írangeven tussen de verzuring (H* efflux) onder en de alkalinisatie
(H+ influx) boven. De resultaten van Hoofdstuk 2 suggereren dat de fluxkoppeling met name
verband houdt met de regulatie van de cytoplasmatische pH: een depolariserende influx van
kalium aan de bovenzijde ter kompensatie van de electrogene hyperpolariserende H* efflux
aan de onderzijde kon de H+ influx niet vervangen.
In Hoofdstuk 3 zijn de protonenfluxen aan beide zijden van het blad berekend uit licht-
geinduceerde pH veranderingen, gemeten op twee verschillende afstanden van het blad.
Hoewel de totale efflux en influx van protonen niet gelijk zijn, wordt uit het fluxverloop in
de tijd wel een zekere koppeling duidelijk: de H* efflux gaat steeds vooraf aan de H* influx.
De berekende H" influx aan de bovenzijde is vrij fors, een gegeven dat deze bladeren
aantrekkelijk maakt als modelsysteem voor studie naar het mechanisme van passief proton
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transport over biologische membranen.
Een aspect van de H* influx boven is haar pH gevoeligheid. In Hoofdstuk 2 worden
experimenten beschreven die laten zien dat een hoge pH een absolute voorwaarde is voor de
H* influx aan de bovenzijde van het blad. Een lage pH buffer aan de bovenzijde van het blad
remde de verzuring aan de onderzljde van het blad.
Dit resultaat suggereert dat de permeabiliteit van de plasmalemma voor H+ toeneemt bij
hoge pH. De konduktantie metingen in Hoofdstuk 4 ondersteunen deze conclusie. Een hoge
pH verhoogt de konduktantie van de membraan. Bij de meeste planten is de aanwezige K+
konduktantie in de plasmalemma sterk dominant. Een ruwe schatting laat echter zien dat bij
pH 11 de Elodea plasmalemma een selectiviteit voor H+ vertoont van 10e ten op zichte van
K*. De lage K* konduktantie blijkt tevens uit de ongevoeligheid van de membraanpotentiaal
(EJ voor extern kalium.
Gezien deze lage gevoeligheid van E- voor K*, wordt in Hoofdstuk 5 een model
gepostuleerd dat de licht-geinduceerde veranderingen van E- beschrijft, uitgaande van een
potentiaal die slechts wordt bepaald door een ATPase gedreven H* efflux en van een
passieve H* konduktantie. Centraal in het model staat de aanname dat zowel de efflux als
de influx van H* plaats vinden door een en hetzelfde H+-ATPase. De verhouding van de
actieve en passieve H* konduktantie wordt gedacht te worden gereguleerd door de externe
pH. Het sterk vereenvoudigd model kan de gemeten E- niet geheel verklaren, miur het licht-
geinduceerde oscillatiepatroon van de gesimuleerde potentiaal vertoont duidelijk
overeenkomst met het patroon van de gemeten E .
Hoofdstuk 6 behandelt enkele patch-clamp experimenten. Deze techniek heeft het grote
voordeel dat de (verschillende) cellen van het, uit twee cellagen bestaande Elodea blad
afzonderlijk kunnen worden bestudeerd. Ook in de plasmalemma van deze protoplasten
bevindt zich een K* konduktantie, deze wordt geactiveerd bij relatief negatieve potentiaal
(meer negatief dan -150 mV). Een tweede, voorzichtige en voorlopige, konklusie is de
aanwezigheid van een H* konduktantie die alleen bij hoge externe pH en bij negatieve
potentiaal wordt geactiveerd. Deze gelijkrichting of rectificatie vormt wellicht een aanwijzing
voor de aard van deze protonen konduktantie. Het suggereert dat aan deze H+ konduktantie
geen exklusief mechanisme ten grondslag ligt. In tegendeel, de overeenkomst in negatieve
activatiepotentiaal van K" en H* konduktantie pleit juist voor een H+ konduktantie van de
aanwezige K* kanaien. Het in de titel genoemde 'proton channel' zou in werkelijkheid dus
het K+ kanaal kunnen ziin. waarvan de K*/H* selectiviteit sterk oH aftrankeliik is.
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